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”竹叶青 (Trimeresurus ste jnegeri) 蛇毒 涛 
血 酶 样 酶 的 分 离 纯 化 及 其 理化 性 质 的 研究 
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蛇毒 中 凝血 酶 样 酶 广泛 受到 国内 外 学 者 的 重视 ， 已 从 许多 蛇毒 中 分 离 纯 化 了 凝血 酶 
EAR, Ouyang, C.4 (1974》 从 棕 点 竹叶青 C7. gramineus), Shieh, Tice Cherng 等 
(1985) MIREL (T. flavoviridis) 先后 分 离 纯化 得 到 凝血 酶 样 酶 ， 并 作 了 理化 
性 质 、 酶 学 性 质 等 研究 。 但 从 竹叶青 (T. stejnegeri) BEE ERE i K EE E AD OE 
来 见报 道 。 本 文 报道 了 竹叶青 蛇毒 凝血 酶 禅 酶 的 分 离 纯化 和 理化 性 质 。 


、 材料 和 方法 


材料 ， 竹 上 时 青 蛇 毒 江西 产 。CM-Scphadex C-25, DEAE-Sephadex A-50, DEAE- 
Sepharose CL-6B, Scphadex G-75 为 瑞典 Pharmacia 产 品 ，Ampholine (pH 3.5—10) 
HBL BPE, Be-Phe-Val~Arg-PNA, SDS-ER E bk fe He H M. W .10, 000 一 
100, 000) MÆ FH E-L-HEA BE ZAG (BAEE) 为 上 海 生化 所 东风 生化 试剂 厂 产品 ， 人 纤维 
EARL LER ho HERA AARP RA, 符合 实验 要 求 。 
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方法 : 1. 纤 维 蛋 白 原 凝 男 时 间 ， 人 参照 杨 长 久 等 〈1983) 方法 进行 。 

2. 精 氨 酸 琵 酶 活力 测定 :人 参照 云南 省 动物 研究 所 第 四 室 (1976) 方法 进行 。 

3,. 对 凝血 酶 专 一 性 底 物 Bz-Phe-yYal-Are-PNA 的 水 解 活 力 测定 ， 参 考 K. Stocker 
等 《1976》 方 法 进行 。 

4. 聚 再 煤 酸 胺 凝 胶 不 连续 系统 平板 电泳 、 等 电 聚 焦 电泳 : 参考 应 启 龙 〈1978) 方法 
进行 。 样 品 重 为 50Rg。 

5. SDS--RRARMRRE EK: 参照 低 分 子 量 标准 蛋白 质 说 明 书 上 的 方法 进 
行 。 

6. Sephadex G-75 BRIDES TR, Be John, R. (1971) 方法 进行 。 

7. 糖 蛋白 的 染色 定性 测定 和 定量 测定 ， 参 照管 利 不 等 (1982) 方法 进行 。 

38. 氨基 酸 组 成 分 析 ， 昆 明 动物 研究 所 仪器 室 测定 。 分 析 仪 器 ，LKB4400。 
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一 、 竹 叶 青 蛇毒 凝血 酶 样 酶 组 分 【 的 分 离 纯 化 。 1 克 粗 毒 用 CM-Sephadex C-25 分 
离 ， 柱 (2.1x 105cm)， 组 冲 液 为 0.005M NaAC—HAC(pH5.0), 70 管 起 加 NaCl 
(O~1M) AERAR, WE 20mljhr，5mi/ 管 ， 见 图 1 、 经 酶 活性 鉴定 ， 组 分 工 和 组 分 
1 64K BOE 1 Ry 此 上 峰 用 DEAE-Sephadex A-50 分 离 ， 柱 (1.6xI00cm)， 缓 冲 滚 
40.01Af Tris—HCl(pH7.1), 用 NaCl (0~0.5.4) REM, 流速 20ml/hr, 5mi/, 
LA, H ERER 2H, WRH TRAE R, AML IRMA T a 
面 所 述 方 法 分 离 组 分 I; 第 2 上 峰 再 用 CM-Sephadex C-25 分 离 ， 柱 人 (1.7x 33cm), AB 
冲 液 0.00534 NaAC-HAC(pH5.0) FEHR, 流速 12ml/hr, dnl /A, HAS, 1 eae 


的 组 分 1。 
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Fig. 1. CM-Sephadex C—25 column chromatography 


=, POP RR BAD I SSL. 0.5 WARA DEAE-Sephadex A 
-50 分 离 ， 分 离 条 人 忻 按 杨 长 久 等 (1983) 方 法 进行 ， 见 图 4, 组 分 【集中 在 13 和 14 峰 中 ,但 由 
于 第 13 和 14 峰 中 的 组 分 【不易 纯 化 ， 故 采用 前 面 所 述 方法 分 离 纯 化 组 分 I ， 组 分 工 集 中 
在 第 15 峰 中 ; 第 15 峰 再 用 DEAE-Sepharose CL-6B 纯化 ， 柱 (.6x 13cm), RAA 
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column chromatography 


0.0254 Tris-HCl(pH7.3), A NeCl(O~0.6M]) 梯度 洗 脱 ， 流 速 12ml/hr, 4ml7 管 , 见 图 
5， 第 工 巍 为 纯化 的 组 分 工 。 
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Fig. 4. DEAE-Sephadex A-5° Column chromatography 
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司 5 DEAE-Sepharose CL-68 424 4 
Fig. ï. DEAE-Sepbzrose CL-8B column chromatography 
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过 续 系 统 平板 电泳 见 图 6 。 其 中 组 分 1 为 一 条 带 ， 组 分 I 为 两 条 带 。 将 组 分 工 的 凝 胶 切 
WAL ANT PAMARE Ces —TIC] 001M, pH? ADR, IRAP HORE A 
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THEE AUR BE, EKRAL HE 
肤 底 物 并 具有 精 氨 酸 酯 酶 活性 ， 所 以 组 分 
1 As 1. DARI S. 
ee 2.5¢ E, SDS- 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 
ee |. 泳 测定 分 子 量 见 图 7 ， 以 蛋白 质 分 子 量 对 
Ca ee 数 对 电泳 相对 迁移 率 作 图 、 查 出 组 分 工分 
ee 子 量 为 54,000, 411.37 54,000, 组 
| 分 1s 为 47,000。 用 Sephadex G-75 HE 胶 
TEMEA I 分子量 为 55,000, 与 SDS- 
限 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 综合 起 来 考 虚 ， 组 分 
] 的 分 子 量 应 为 54,500。 
3. 等 电 点 ， ALAR A as He SB 
焦 电 瀛 测定， 组 分 I 的 等 电 点 为 3.5。 
LREN: 名 定 性 测定 ， 组 分 I 和 组 
分 工 电 泳 凝 胶 用 过 碘 酸 -Schiffs 试剂 染 
色 ， 都 呈现 明显 的 粉红 色 条 带 ， 其 位 置 与 





Me hh 85 a a EAE A OD JE EF 考 马 斯 兰 染 色 位 置 一 致 ， 表 明 组 分 I 和 组 
电泳 图 分 I MEA. 
Pig. 6. Polyacrylamide gel electrophoresis QEEWE: 组 分 糖 含量 测定 为 ， 
of the purified thrambin-like 中 性 己 粮 14%%， 己 精 胺 ;13. 1%, We 3 AB 
enzymes 


14.7%, 总 碳水 化 合 物 含量 为 41.8%。 
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| 图 7 SDS-RAMU RE eal EA BOTS 
©- Fig. 7. Molecular weight determination of the thrombin-like enzymes from the venom 
of T, steine geri by SDS-polyacrvlamide gel electrophoresis 
a; Phosphorylase B 【94,0001 b; Bovine serum albumin (67,0065 tp Actin (43, 000} 
_ dy. Carhonic anhydrase (30, 003) c: TMY coatprotein (17,500) 1,0 J gia ye 
bay [u l 
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5, 氮 基 酸 组 成 ， 组 分 I 的 氨基 酸 组 成 见 表 1 ， 组 分 I ERE R EA Re F 
有 和 较 多 的 柄 性 氨基 酸 。 


表 1 SPARE ME Ee _#. 
Table 1. Comparison of amino acid composition of three thrombin-like enzymes 














Amino acid i T. stejnegeri À T. gramineus - T, flavoviridis 
i deine I C1874). | l £1985) 
Lys 16 7 11 
His 9 6 5 
Arg 13 ?7 | 5 
Asp 32 27 l 25 
Thr 1d 11 $ 9 
Ser 22 1 | : 12 
Glu 16 14 | 21 
Pro 13 ig 大 l 15 
Gly 26 17 EET 
Ala 15 . 12 12 
1/2Cys 1 16 12 
Vel 16 : 1c 12 
Met . 6 3 3 
Te | 17 1! 15 
Ler 24 12 15 
Tyr 5 7 o 7 
Phe 5 6 7 
Tip 2 4 
. Tote 1 resides 26! 189 214 





6. 消 光 系 数 ， 组 分 1 浓度 为 1mg/ml; 光 径 为 cm 时 ， 在 280nm 波 长 处 的 消光 系数 为 
0.855, 
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我 们 用 三 次 离子 交换 柱 层 析 从 竹叶青 蛇毒 中 分 离 纯 化 得 到 紫 血 酶 样 酶 组 分 1 ， 用 两 
次 离子 交换 柱 层 析 从 竹叶青 蛇毒 中 分 离 纯化 得 到 凝血 酶 样 酶 组 分 工 ， 在 分 离 方法 上 比较 
简便 。 组 分 I 和 组 分 I 在 离子 交换 层 析 上 位 于 不 同 的 峰 中 〈 见 分 离 部 分 ) ， 并 且 在 聚 丙 
ee RRR IK PR A EE R; 值 ) 是 不 同 的 ， 所 以 组 分 I 和 组 分 了 [是 不 同 
的 凝血 酶 样 酶 。 聚 再 场 酸 膀 族 胶 电泳 媳 SDS- 阳 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 表 明 ， 组 分 工 为 -条 
带 ， 组 分 工 为 两 条 带 ， 组 分 1 和 组 分 I 者 无 亚 基 。 组 分 工 的 两 条 带 用 切割 法 证 明 均 为 此 
血 酶 样 酶 。 

组 分 I 分子 量 为 54,500， 组 分 工 4 为 54,000、 组 分 工 ;, 为 47,000， 三 者 的 分 于 量 都 高 
于 从 大 多 数 蛇 毒 中 分 离 纯化 的 凝血 酶 样 酶 ， 如 棕 点 竹叶青 29, 500(Ouyang，C.1974)， 
黄 绿 烙铁 头 23, 500 《Shieh，Tiee Cherng 1985), £1 #830, 000(Esnouf, M.P. 1976), 


$e 动物 学 研究 11% 
FAAL, 500(Stocker, K.1976), AMIE BEY HEZ2, 700 (Markland, F.S. 1971), 
We Sh HE 43,000 CHA, 1982) ， 这 种 较 高 的 分 子 量 是 竹叶青 凝血 酶 样 酶 明显 的 特 
征 。 组 分 工 的 等 电 点 《3.5) 比 黄 绿 烙铁 头 (4.8) HEM SEA FG.) 相同 ,这 
点 与 组 分 工 在 柱 晨 析 上 的 行为 一 致 。 

组 分 1 的 氨基 酸 组 成 与 棕 点 竹叶青 和 黄 绿 烙铁 头 的 凝血 酶 样 酶 基本 相似 (下 1》， 
它们 都 含有 较 高 的 酸性 氨基 酸 (Asp, Glu), 414) 工 的 总 糖 含量 为 41.8%， 其 糖 含量 高 于 
从 其 它 蛇 毒 中 分 离 纯 化 的 肯 血 酶 样 酶 的 糖 含量 ， 如 棕 点 竹叶青 25%, Zoe 36.03%， 


FEM10.2%, RRRA. AY, REMMI. 3%, MET 消光 系数 E91% = 


0.855 比 其 È MERE MMR, MRR ELS = 115, cow ELS = 


9.85, KEME ED 104, MRM RACE LS - 14.8, 这 种 现象 是 由 于 组 分 I 


中 糖 含量 较 高 的 结果 。 综 上 所 述 竹 叶 青 蛇毒 凝血 酶 样 酶 具有 分 子 量 大 ， 糖 含量 高 ， 消 光 
系数 小 等 特点 ， 而 与 其 它 蛇 毒 中 纯化 的 秦 血 酶 样 酶 有 所 不 同 。 
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PURIFICATION AND SOME PROPERTIES OF THE THROMBIN- 
LIKE ENZYMES FROM 7RIMERESURUS STEINEGERI 
VENOM 


Liu Niankun Xiong Yuliang 


(Kunming Institute af Zoology, Academia Sinica) 


Two thrombin-like enzymes (principle 1 and principle J) had been 
purified from the venom of Trimeresurus stejnegeri by CM-Sephadex C-25, 
DE AE-Sephadex A-50 and DEAE -Sepharose CL-6B column chromatography, 
Principle [ showed one band and principle I two bands on polyacrylamide 
gel clectrophoresis and SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, We had identified 
the two bands of principle J both were thrombin-like enzymes by the method 
of cutting polyacrylamide ge} electrophoresis, Principle I has a molecular 
weight of 54,500, contains approximately 261 amino acid residues and has a 
relatively high content of aspartic acid and glutamic acid, contains 14% neut- 
ral hexose, 13.1% hexosamine and 14.7% sialic acid, the isoelectric point is 
3.5, the extinction coefficient at 280nm for a 0.1% solution is 0.855. Prin- 
ciple I has molecular weights of 54,000 and 47,000 respectively as determined 
by SDS-polyacrylamide gel clectrophoresis, principle J is also a glycoproicin 


as showed hy Schiff’s slain, 


Key Words, Trimeresurus stejnegeri venom, Thrombin-like cnzyme, 


Purification, Propertics 
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